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簡便 で 実用的な抗癌剤感受性試験の 開発 を目的 と して , コ ラ ー ゲ ン ゲ ル マ ト リ ク ス を 用 い た 器 官培養法 に , 3-[4,5-dト
m ethylthia z oト2,yl]-2, 5-diphe nyトtetr az oliu m br o mide(M T T) を用い た生細胞率評価法を応用 し, そ の 抗癌剤感受性試験と し
て の 臨床応用 の 可 能性を検討 した . コ ラ ー ゲ ン ゲ ル マ トリ ク ス を用 い た 培養法は , 移植腫瘍塊の 三次 元的観織構築を長期間保
持 可能 で あり , 従来の 器官培養法 に は な い 特徴 を持 っ た 方法で ある . す で に 3H-thymi din eを 用 い た 生細胞率評価法を応用 した
抗癌剤感受性試験が報告 され , 試験管外 侮 血 0)感受性試験と の 高い 相 関性が 示 され て い る , しか し放射性核種を使用す るた
め , 施行 で き る施設が限 られ る こ とや 手技が煩雑 に な る こ と な どの 問題が ある . M T T を用 い た 生細胞率評価法 は , 生細胞率
判定ま で の 過程 に 細胞洗浄な どの 煩雑な 操作 を 必要 と せ ず, 簡便性 , 迅速性, さ らに 定量性 に 優れ た 方法 で ある . こ れ ら 二 つ
の 方法 の 特徴を生か して , 腫瘍細胞を 4日 間前培養 し, ひき続き 3 日間の 抗癌剤持続接触 を マ ト リ ク ス 上 で 行な い , 8 日 目 に
M TT を用 い て 感受性結果 が得 ら れ る新 し い 抗 癌剤感受性試験法 (コ ラ ー ゲ ン ー M T T法) を確 立 し た . ヒ ト 膀胱癌由来
K K-47細胞株を ヌ ー ドマ ウ ス に 移植 して 得 られ た腫瘍塊 を用 い た検討 で ほ , 3廿thymidin eを用 い た コ ラーゲ ン ゲ ル マ ト リ ク ス
法に よ る抗癌剤感受性試験と同様 の 感受性結果 が得 られ , 本法 の 臨床適用の 可能性 を示 唆 Lた . さ らに 臨床材料40検体を 用 い
た 検討で は t 85% (34症例) と高率 に 感受性試験 の 施行が 可能 で あ っ た . 腎細胞癌14症例 の 感受性は , 移行 上皮癌15症例 と比 べ
明 らか に 低 い 結果を 示 した . 臨床 的に も , 腎細胞癌 に 対す る抗癌剤 の 効果は非常 に 低く , 本法の 抗癌剤感受性試験法 と しての
高い 臨床予言性を 示 唆す るもの と考 え られ た . 現在臨床効果と の 相関 に つ き追跡検討中で あるが , 本 法を 用 い た新 しい 抗癌剤
感受性試験 は l 簡便で 迅速 に結果 が得 られ , どの 施設 で も実施 可能 な実用的な方法と して 期待 で きる と考 え られ た .
Key w o rds chem os e n sitivity te st, COllagen gel m atrix, hu m a n ge nitou rinary tu m or, K K-47
hu m a n t ran sitional cellc arcin om a, 3-[4,5-dim ethyl thiaz ol-2-yl]-2, 5-diphe nyトtetra-
z oliu m bro mide
個 々 の 患者 の 腫瘍 に 対 し有効な抗癌剤を選択する 目的 で , こ
れ ま で に 種 々 の 試験管外 侮 リfぴ0)ま た ほ試験管内(f乃 りか 0)の
抗癌剤感受性試験が開発 され て きた .
試験管外試験法 は , 試験結果と臨床効果 と の 高い 相関性 が認
め られ るもの の , 手技が 煩雑 で あ る こ と や , 試験結果が得 られ
る ま で に 長期間を要す る こ と な どが 問題とな っ て い る
1)2)
. ま た
ヌ ー ド マ ウ ス な どの 実験動物 を多数使用す るた め ′ 費用や 動物
愛護な どの 観点か ら , そ れ に 代わ る方法が求め られて い る .
一 方試験管内試験法 は , 手技が 簡便で 迅速 に 結果が得 られ る
と い う利点を持 つ が , 臨床的 に 有効な薬剤 を選択す る方法に は
い まだ 至 っ て い な い の が 現状 で あ る3)4). そ の 一 国と して , ほ と
ん ど の 試験管内試験法が , 機械的に ま た ほ酵素に よ り細胞単離
を行 い 得 られた細胞 を培養 に 用 い るた め 上 陸瘍の 組織学的構築
が著 しく破壊 され る こ と が考 え られ る .
最近 . Ho錯m a nらに よ り コ ラ ー ゲ ン ダ ル マ ト リ ク ス を用 い た
器官培養法(以下コ ラ ー ゲ ン 法)が報告 され , 本法が移植腫瘍片
の 三 次元的組織構築を長期間保持できる培養法 で ある こ と が 示
A bbre via･tio n s :A C T-D, a Ctin o mycin D; A D R,
され た
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. また 本法 を 用 い た抗癌剤感受性試験 は t 試験 管内の
試験法 で あ りな が ら , 試験管外試験法 との 高い 相 関性 を持 ち ,
しか も短期間に 試験結果が得 られ る とい う 利点を有す る6)7j . し
か し, 本法は 腫瘍細胞 の 生細胞率の 評価 に
3
汁thymidin e に よ
る オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ 一 法 を用 い て い るの で , 手技 が煩雑 で
ある こ とや , 放射性核種 を用 い て い るた め 施行で きる 施設 が限
られ る とい う 問題 がある .
今 回筆者は , 試験管外試験法 の 持 つ 利点を 有する コ ラ ー ゲ ン
法 に , 3-[4,5-dim ethyl thiaz ol-2-yl]T2, 5-diphe nyl-tetr aZ Oliu m
br omide(M T T ) を用 い た 生細胞率 の 評価法 を応用 し , 簡便 で 短
期間に 試験結果が得 られ る実用的な抗癌剤感受性試験 と して ,
コ ラ ー ゲ ン ー M T T法 を確立 した の で 報告する .
材料 および方法
Ⅰ . 培養材料
当教室 に て 樹 立 継代 して い る ヒ ト勝胱癌由来培 養細胞株
K K-47細 胞a} を , 1 0% (v/v) 非働化ウ シ 胎児 血 清 (Gibc o,
adria mycin; CD D P, Cisplatin; D M S O, dim ethyls ulfo xide;
H-E, he mato xylinqe o sin; M M C, mito mycin C; M T T, 3-[4,5-dim ethyl thiaz ol-2-yl]-2, 5-diphe nyl-tetraZ Oliu m
bro mide ; M T X, m ethotre xate ;N C S, n u Clear-Chicago s olubiliz er; O D54 0, OPtic al de n sity at 540n m; P B S,
コ ラ ー ゲ ン ダ ル マ ト リ ク ス を 用い た 抗痛剤感受性試験
Gr a nd Isla nd, U S A)お よび ペ ニ シ リ ソ G lOO U/ml, ス ト レ プ ト
マ イ シ ン 100〃g/ml 含有 RP M I 164 0培地 ( 日水製薬 , 東京) に
浮遊さ せ , 5×10ソml の 濃度 に 調整 した . こ の う ち の 0.2ml を
22 G注射針 に て 生後 6 ～ 8適齢 の B A L B/c, n u/n u 雌性 マ ウ ス
(三 協 ラ ボ サ ー ビ ス . 東京) の 背部皮下 に 移植 して 得 られ た 腫瘍
塊( 以下K K-47腫瘍) を基礎的検討 に 用い た .
ま た臨床材料 と して , 1989年 9月か ら1991年 3月 ま で に 金沢
大学医学部附属病院泌尿器科 お よ び そ の 関連病院泌尿器科 に
て , 手術 また は 生検に よ り得 られ た40検体(移行上皮癌18症例 ,
腎細胞癌17症例 , 転移を 有す る褐色細胞腫 2症例 , 前立 腺お よ
び尿膜管腺病そ れ ぞれ 1症例 , 後腹膜横紋筋肉腫 1症例)を 用
い , コ ラ ー ゲ ン ー M T T法 を施行 した .
Ⅱ . 抗癌剤
用 い た 抗癌剤 は , ア ク チ ノ マ イ シ ン I)(a ctin o mycin D,
A C T-D), ア ド リ ア マ イ シ ン (adria mycin, A D R), シ ス プ ラ チ ン
(Cisplatin , C D D P), エ ト ポ シ ド(etoposide , V P-16), マ イ ト マ イ
シ ソ C (mitornycin C, M M C), メ ソ ト レ キ セ ー ト (m etho tr e-
X ate
,
M T X), お よ び ビ ン ブ ラ ス チ ン (Vinblastin e. V L B) の 7剤
で ある . 腫瘍細胞 と の 接触濃度ほ , 各抗癌剤の 臨床投与時に お
け る血 中最高濃度(pe ak plas m a c o n c e ntration, PP C)を基準に
して , そ の 1 0培 , 1培 お よ び1/10培 の 3点 と した . A C T-D,
A D R, C D D P, V P-16, M M C, M T X, お よ び V L Bの P P C ほ,
そ れ ぞれ0.08, 0.6, 2.49, 34.18, 1 .5, 2.75, お よび 0.7紬 g/
ml を用 い た
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,
Ⅲ . M T Tに よる生細胞率評価法を用い た コ ラ ー ゲ ン 法 に よ
る抗癌剤感受性試験 (コ ラ ー ゲ ン ー M T T法)
腫瘍片の 培養 は , Ho打m a nrら の 方法に 準 じて 行な っ たさ- . 図
1 に 実 験 方法 を 示 す . 2 4穴 プ レ ー ト (Costar, Ca mbridge ,
田 口m a ntransitio n al c ellc 8 rCin o m a,
K K- ヰ7
,
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U S A)の 各穴内に , 1 0m m 角 の ブ タ 真皮由来 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル マ
ト リ ク ス (He alth DesignIndu stries, Ro che ster, U S A)(以下 マ
ト リ ク ス) を 一 個ず つ 静置後 , マ ト リ ク ス 全体を 充分 な培養液
で 浸 した , 各穴 中の 培養液を い っ た ん 除去後 , 新 しい 培養液を
マ ト リ ク ス の 上 面ま で 添加 した (約2ml). 次 い で 細切 した腫瘍
片 を重量測定後 , 各 マ ト リ ク ス 上 に 一 個づ つ 静置 し, C O2濃 度
5 %, 3 7 ℃ で培養を開始 した . 培養液 は ∴週に 2回 の 割合 で新
しい 培養液 と交換 した .
培養後 , リ ソ 酸緩衝液 (phosphate buffe red s alin e. P B S) (和
光純発 , 大阪) に て 2mg/ml に 溶解 した M T T(Sigm a, St.
Lo uis, U S A) 溶液 200FLl を , 各 穴 に そ れ ぞ れ 添 加 し(最終
M T T濃度 20pg/ml) 4 時間接触 させ , M T TTフ ォ ル マ ザ ン を
生成 させ た . 次い で , 0.5% コ ラ ゲ ナ ー ゼ (c ollage n a sety pe l,
比 活 性 1 38U/rnl) (W orthington Bioche mic al Co. , Fr e ehold,
しS A)1 0恥1 を添加 し30分間接触後 , マ ト リ ク ス を 完全 に 溶解
した . 3000rpm で10分間遠心 し, 上 清を 吸引除去 した . 沈漆に
ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド (dim ethyls ulfo xide, D M S O)(和光純
薬) を1ml 添 加 し , 暗所 で 室温下 に 一 晩 静置後 , 生成 し た
M T T-フ ォ ル マ ザ ン を溶解 した . 各穴か ら D M S Oに て 溶解 し
た M T T-フ ォ ル マ ザ ン 溶液 200plを , 96穴 プ レ ー ト(Costar)の
各穴に 移 し, 波長 5 40n m に お け る 坂 光度 (optic al de n sity at
540nm , O D510) を 測 定 し た . O D5｡｡ 値 は s c a n nig m ultiw ell
SPe CtrOPhoto m eter(Im m u n oRe a,der NJ,2000, 日 本 イ ン タ ー
メ
ッ ド , 東京) を用い て測 定 し, こ の 値を 腫瘍細胞 の 生細胞率
の 指標と した .
抗癌剤感受性試験 は , 成績 の 項 で述 べ る基礎的検討の 結果 に
基づ き下記の ごと く に 施行 した . 重量約 1 0mg に なる よう細切
し た腫瘍片を重量測定後, 4 日 間培養 した 後 , 各穴内の 培養液
を各種抗癌剤を含む培養液と交換 した . さ らに 3 日間培養後 ,
上述の M T Tを 用い た 腫瘍細胞 の 生細胞率評価法に て , 各種抗
癌剤の 抗腫瘍効果を評価 した . 抗腫瘍効果は , 抗癌剤非処 理 群
に 対する抗癌剤処理 群の 腫瘍細胞残存率 (%of Co ntr ol)に て 表
し , 次式に て 算出した . 腫蕩細胞残存率 = T/C xlOO: T , 抗癌
剤処 理群 の 腫瘍片 10m g あた りの 平均 O D5｡｡値 : C, 抗癌剤非
処 腰 群の 腫瘍片 10mg あた りの 平均 O D5｡｡値 . 抗癌剤非処 理 群
およ び抗癌剤処理 群 とも 一 群 6 穴ず つ を培養に 用い た .
Ⅳ . 3H-thymidin e に よ る生細胞率評価法を用 い た コ ラ ー ゲ
ン 法に よる抗癌剤感受性試験 (コ ラ ー ゲ ン ー 3H -thymi-
din e 法)
■Ⅲ . で 述 べ た 方法 と同 様に , 腫瘍片 の 培養お よ び 抗癌剤処理
を 施行後 , 下 記の ご とく に 生細胞率 を評価 し感受性試験 を施行
した
仙
. 培養後, 0.2pCi/ml に 溶解 し た 3汁thymidin e(比活性
24.8pCi/ml) (Am ersham , Gr een which, しS A) を含む 新 しい 培
養液 と交換 し, C O2 濃度 5% , 37 ℃で さら に24時間培養 した .
培養後 の 各穴を , P B Sに て 3 回洗浄後▲ 1.5mlの1 0%トリ ク P
ロ 酢酸(trichlor o ac etic acid, T CA)(Sigm a)を添加 した . 4 ℃で
2時間静置後 ∴腫瘍片と マ ト リ ク ス を液 シ ン パ イ ア ル (Bio vial,
Beckrrla n, Fulle rto n, U S A) に 移 し , 再度10% TCA を添加 し
た . 4 ℃で 一 晩静置後 , 1 0% T C A 3ml で 2 回洗浄後 , 可 溶化
剤(n u cle ar-Chic ago s olubiliz er, N C S) (Am ersha m) を 1ml添加
し , 60 ℃の 温浴中で 腫瘍片お よ び マ ト リ ク ス を 溶解した . 各バ
phosphate buffered s alin e; P P C, pe ak plas m a c o n c e ntratio n; T C A, trichloro acetic acid; T U R, tra nS urethral
re se ctio n; V L B, Vinbla.stin e
甘
4イ ア ル に シ ソ チ レ ー タ ー (A C S Ⅱ. Am e rsha m) を4ml 添 加
後 , 暗所 に て 室温下 に 一 晩静 置 した . 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ
ウ ン タ ー (M odel S C-31, ア ロ カ , 東京)に て 各バ イ ア ル 中 の 放
射活性 (cpm) を測定 し, こ の 値を腫瘍細胞の 生細胞率 の 指標 と
した .
抗腫瘍効果は , 抗癌剤非処理群に 対す る抗癌剤処 理群 の 腫瘍
細胞残存率に て 表 し, 次 式 に て 算出 した . 腫 瘍細胞残存率 =
Tl/C一×100: Tl, 抗癌剤処 理 群 の 腫瘍片 10mg あた り の 平 均
cpm 値 ; C
一
, 抗癌 剤非 処 理 群 の 腫瘍片 1 0mg あた り の 平 均
cpm 値 . 抗癌剤非処 理群 お よ び抗癌剤処理群とも
一 群 6穴ず つ
を培養 に 用い た .
Ⅴ . 組織学的検討
培養後 ! マ ト リ ク ス 上 の 腫瘍片を1 0%ホ ル マ リ ン 液に て 固定
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,
汁E 標本)を作成 した . 光学顕微鏡 に て 観察 し , 腫瘍蘭胞
の 生細胞率 を定性的 に 評価 した .
成 績
Ⅰ . 培養に 用 い る 至 遍歴瘍片重量
培養開始時の K K-47腫瘍片の 重量 と , O Ds｡0値の 関係を検討
した (囲2). 腫瘍塊細切直後 で は , 腫瘍片重量 の 増加 に 比例 し
て O D5｡｡値も増加 した(相関係数 r = 0.985).
一 方培養後 7 日 目
で は , 腫瘍片重量約 15m g 以下の 時 , 腫瘍塊細切直後 と比 べ 約
70% 以 上 の O Ds｡｡値 が 認 め ら れ た が , そ れ 以 上 の 重 畳 の 時
O D5｡｡値の 増加は緩徐 であ っ た . こ の 結果に 基づ き , 以下 の 培
養お よび 感受性試験 に お い て は , 培養開始時の 腫瘍片重量 が約
10m g に な る よう に 細切 し , 重量測定 を行 な っ て か ら培養を開
始 した .
Ⅰ . 抗癌剤接触期間
K K-47腫瘍片の O D54｡値 を , 経 時 的に 測定 し検討 した (図
3). 得 られ た O D5｡｡値 は , それ ぞれ 培養開始時の 腫瘍片重量
1 0mg あた り の O D5.｡備 に 補 正 した . O D5｡｡値ほ , 培 養後 3 日目
ま で に 急激 に 低下 した が , 培養後 4 日 目以降は 回 復 し培養後 7
日 目 でも培養直後と比 べ 約70%の O D5｡0値 が 認め られ た . こ の
結 果に 基づ き, 抗癌剤感受性試験 は 4 日間の 前培養後 , 3日 間
の 抗癌剤持続接触 に て 行な っ た .
Ⅲ . K K-47腫瘍片 の組織像
マ ウ ス か ら腫瘍塊 を切除後た だ ち に 作成 した H-E 染色標本
Fig･4. Hu m a ntr a n sitio nal c ell c ar cin o m a･ K K
-47, fr o m
n ude mic e stain ed with H-E. Co mparing with in viv o
c o ntr ol(A), the tum orfra.gm e nt o n C G M for7 days afte r
c ultu r e sho w s n e cr otic cha nge e spe cially in the c e nter (B)
(A; ×200B; ×200).
コ ラ ー ゲ ン ゲ ル マ ト リ ク ス を用 い た 抗癌剤感受性試験
で ほ , 腫瘍 片は 充実性で , 腫瘍細胞 は密 に 集合す る傾向に あ
り , そ の 周囲に ほ血 管腔を含む問質嵐織が介在 して い た (図 4
A). 培養後 7 日 目で ほ , 腫瘍片中心部は広範 に 壊死 に 陥 っ て い
た (図4 B ).
一 方腫瘍片辺縁部, 特 に マ ト リ ク ス と の 接触面 に 生細胞が多
く認 め られ (図5 A), 一 部 で は マ ト リ ク ス へ の 浸潤性増殖 と考
え られ る像が 認め られ た ( 図5 B ).
Ⅳ . コ ラ ー ゲ ン ー M T T法 と コ ラ ー ゲ ン ー 3H -thymi din e 法
の 比較
K K-47腫瘍片 に 対する各種抗癌剤 の 抗腫瘍効果を , コ ラ ー ゲ
ン ー M T T法 と コ ラ ー ゲ ン ー3H-thymidin e法そ れ ぞれ を 用い て
検討 した (図 6 ). 検討 した A D R, C D D P, VP-1 6, M T X, お よ び
V L Bの 5剤 で は , い ずれ の 方 法を 用 い た場合でも , 抗腫瘍効
果 は ほ ぼ 一 致 して い た . ま た , コ ラ ー ゲ ン ー 3廿thymidin e法を
軌
F ig. 5. K K-47tu m or c e11s o nCGM. Ma ny viable c ells ar e
lo c ated betw ee nthe C G Mand tu m orfr agm e nt (A). A
n u mbe r of c ells show in v a siv egr o wth in the C G Mat high
po w er m agnific atio n(B) (A; × 200 B; × 400)･
Tablel. Su c c es s r atein c o11age n
- M T Tas say
5
用 い た M T Xの 抗腫瘍効果 を除き , すべ て の 抗癌剤に て濃度依
存性に 抗腫瘍効果の 増大が認 め られ た .
Ⅴ . 臨床材料に対する抗癌剤感受性試験の成績
1 . 培養成功率(表1)
抗癌剤感受性試験 に 用 い た 腫瘍の 培養成功率は , 85% (34/40
症例) と高率であっ た が , 培養不成功 で あ っ た移行上 皮癌 3症
例, 腎細胞癌3症例の 計 6症例は い ずれ も培養中の 細菌感染 に
よ るも の で あ っ た . な お , 培養後 7日 目 の 腫瘍片の 組織学的検
討に よ り , 生細胞 が光顕上観察 され た症例を培養成功症例と判
定 した . 培養成功症例 の 抗癌剤非処理群 の 平均 O D5｡｡値は ,
0.2 か ら1.0で あ っ た .
移行上皮癌18症例の 内訳は , 原発性膀胱腫瘍12症例, 膀胱 ま
た は尿管腫瘍 の リ ン パ 節転移巣4症例 , 原発性の 尿管お よび腎
孟腫瘍が そ れぞれ 1症例であ っ た . 腎細胞癌17症例の 内訳ほ ,
原発性腎細胞癌15症例, 原発性腎細胞癌の リ ン パ 節転移巣 2症
例であ っ た . 原発性勝胱腫瘍1 2症例中4症例は , 経尿道的切除
術(tr a n s ur ethralre s ectio n, T U R)に て 得 られ た検体を 用 い て 感
受性試験 を施行 した が , 4症例中 3症例が培養成功症例で あ っ
た .
2 . 移行上 皮病症例の 感受性結果(表2)
A D R, C D D P, M M C, M T X, お よび V L Bの 5剤に つ い て ,























AD R (Jl g/m l) V L B(LlgJm l) v p･1 6 (Pg/ m r)
C D D P(購/m ) M T X (Pg/ m l)
Fig .6. Co mparis o n of the che m o se n sitivity te st sbetw e e n
the C G M-M T T (◎) a nd C G M-
3Hlhyrnidin e (〔〕) a ss ays.
T hr ee point s of c o n c e ntr atio n s c o nsisting of lOxP P C,
1× P PC a nd l/1 0×二P P C in ea ch dr ug w er e u s ed･ Effect of
differ e nt c o n c e n tratio nin e a ch dr ug w a s e xpr ess ed as a
per c e nt of c o n trol. a nd c alc ulated by the following
fo r m ula :T/Cxl OO. whereT w asthe me an O D5 W V alu e of
the tre a ted gro up a nd C w as that ofthe c o ntr olgro up･
Ty pe oftu m or
No. of s u c c ess r ate
Spe Cim e n s of a s say
Tr a n sitio n a.lc ellc ar cin o m a
Re n alc ellc ar cino m a
P he o chr o m ocyto ma
A de n o ca r cin o m a(pro state, u ra Chu s)
















腫瘍抑制率が50% 以上 の とき , 感受性あり と判定 した . す べ て
の 抗癌剤 に つ い て 1 1 0× P P Cに お け る 抗腫瘍効 果 は ,
lx P P Cに おける抗腫瘍効果を 上 まわ っ て い た の で , 濃度依存
的な抗腫瘍効果がある と 考え られ た . C D D P が最も高 い 抗腫瘍
効果を示 し, 次 い で M M C が50%の 抗腫瘍効果を示 した . こ の
2剤の それ ぞれ 10× P P C濃度以外は , すべ て50% 未満の 抗鹿
疹効果を 示 した .
3 . 腎細胞癌症例の 感受性結果(表3)
腎細胞癌症例に つ い て も, 移行上 皮病症例と同様 の 抗癌剤お
よび 濃度を用 い て 検討 した . い ずれ の 抗癌剤に つ い て も , 濃度
依存的な抗腫瘍効果がある と考え られ た . しか し移行 上皮病症
例 の 結果と比べ , 抗腫瘍効果 はす べ て の 抗癌剤に つ い て 明 らか
Pこ低か っ た . さ ら に 特記す べきは t 14症 例中10症例(71.4%) に
お い て 有効な 抗癌剤が 一 剤も認め られ な か っ た こ と で ある .
4 . そ の 他 の 症例の 感受性結果
褐色細胞腫 2症例 に つ い て ほ ▲ 試 験 し た A D R, C D D P,
M M C ∴M T X, お よ び V LB の 5割に 感受性 は認め られ な か っ
た . 前 立腺 お よ び 尿膜管腺病 そ れ ぞれ 1 症例 は , C D D Pの
10×P P C濃度 に の み 感受性 が認め られ た . 後腹膜横紋筋肉腫
1症例は A C T-D お よ び M M Cの10× お よび 1× PPC 濃度そ
れ ぞれ に 感受性が認め られ た .
考 案
理 想的な抗癌剤感受性試験 と は , 抗菌剤の 細菌 に 対す る感受
性試験 の ごと く , 簡便 で短期間に 結果が得 られ , さ ら に 臨床効
果の 予言性に 優 れ た もの で ある こ とは 明 らか で あ る
‖)
. こ れ ま
で行わ れ て きた 抗癌剤感受性試験を大別する と , おも に 採取 し
た腫瘍塊か ら作製 した細胞 に 対す る殺細胞効果を指標 とす る試
験管内感受性試験法と , 採取 した腫瘍塊を固形の ま ま実験動物
に 移植 し, そ の 抗腫瘍効果を指標 とす る試験管外感受性試験法
に 分け られ る . そ れ ぞれ 一 長 一 短が あり , 冒頭に 述 べ た ご と く
い まだ理 想的な抗癌剤感受性試験 と して 確立 され た方法 は な い
の が 現状 で ある】2}. 今回 筆者 は , 試験管内感受性試験法 と して
そ の 有用性がすで に 報告 され て い る コ ラ ー ゲ ン 法 に , 簡便 か つ
迅速に 生細胞量の 定量可能な M T Tを用 い た 感受性判定法 を応
用 し , 簡便 で 実用的な新 しい 抗癌剤感受性試換 の 開発 を試み
た .
コ ラ ー ゲ ン 法は 試験管内 に お ける 器官培養法の 一 つ で ある .
器 官培養法 の 歴 史は 古く , 今世紀初頭 に す で に 試み た 人もい た
が , 本格的に は1950年代に 行わ れた 時計皿法や , 金網台法な ど
が 開発 され て か ら普及 した-3). しか しい ずれ の 方法も移植腫瘍
の 生細胞率の 長期維持 に ほ ほ ど遠く l わ ずか に ホ ル モ ン 依存性
Table2. Cytoto xic a ctivitie s of dr ugsfor15tr a n sitin alc ellc ar cino m a spe cim e n s
Co n c e ntration
レg/ml)
Viable c ar cin o m a o nC G M


































































































1)Se n sitiv e, 50 % inhibitio n of gr o wth by the dr ug.
Table3. Cytoto xic a ctivites of drugS for1 4re nal c ellc arcin o m a spe cim e n s
Co n c e ntr atio n
(〟g/ml)
V iable c a rcin o m a o nC G M

































































































1)Se n sitiv e. 50 % inhibitio n of gr o wth by the drug.
コ ラ ー ゲ ン ゲ ル マ ト リ ク ス を 用 い た抗癌剤感受性試験 7
の 器官や腫瘍の , ホ ル モ ン 存在下 に お け る 長期培養が 可能 で
あ っ た の み で あ る
14)
. そ の 後器官培養法ほ , おも に 内分泌器 官
や腫瘍 に 対する ホ ル モ ン 作用 の 研究に 用 い られ て きた .
しか し, 近年 Hoffm a nらに よ り開発 され た コ ラ ー ゲ ン 法が ,
移植腫瘍片 の 三 次元 的観織構築を長期間保持で き る培養法 で あ
る こ と が示 され た5-. コ ラ ー ゲ ン は細胞間 マ ト リ ク ス と して 細
胞 を結 び付け ∴組織構築に 重要な役割を果た して い る こ と が知
られ て い る . さ ら に 組織構築 の 支持や保護と い う物理 化学的な
役割の み で な く , 細胞の 生理 活性 を制御 して い る こ とも知 られ
て い る 抽 . 今回用 い た ブ タ 真皮由来の コ ラ ー ゲ ン が , どの よ う
に 移植腫瘍 の 長期維持に 貢献 し て い る の か は 明 らか で は な い
が , 上 述 した コ ラ ー ゲ ン の 持 つ 特徴が 移植腫瘍の 長期維持に 何
らか の 形で 関与 して い るもの と思 われ る . 筆者の 得た 結果か ら
も , 2週間以上 の 長期に わ た り移植腫瘍 の 高い 生細胞率が認め
られ て お り, 特殊 な技術を 必 要と しな い 本法は 器 官培養法と し
て 有用 で あ り, 抗癌剤感受性試験 に 適す る培養法 と考 え ら れ
た .
M T T ほ, 生細胞 の 特に ミ ト コ ン ドリ ア 内に 存在する種 々 の
脱水素酵素の 活性 に よ っ て , そ の テ ト ラ ゾリ ウ ム 環が 開裂 し青
紫色 に 皇 色する M T T-フ ォ ル マ ザ ソ を 生成す る . そ の 反応は ▲
生細胞内で の み 認め られ る こ と が す で に 確 かめ られ て お り , 死
細胞 で は認め られ な い . さ ら に 生成 した M T T-フ ォ ル マ ザ ソ
は , DMS O な どの 溶媒に よ っ て 短時間 に 均 一 な 溶液 と な り , そ
の 吸 光度を 測定す る こ と で , 容易に 生細胞数 を推定できる
16)17)
M T Tを用 い た 場合の 最も大きな利点ほ , 吸光度 を測定す る ま
で の 過程 に 細胞の 洗浄操作を 必 要 と し な い こ と で ある . 従 っ
て , 既存 の 方法と 比べ 操作が容易 で あ り , 短時 間に 結果が得 ら
れ る た め , 生細胞数の 評価法 と して は 非常 に 有用 と考 え ら れ
た . ま た , 安価 で 特殊な装置 を必 要 と せ ず ▲ どの 施設 で も実施
可能 な方法 で あ る こ と か ら , 簡便 で 実用 的な 抗癌剤感受性試験
を開発する上 で 有用 で ある と考え られ た .
上述 の ご とく , 筆者は 移植腫瘍 の 長期維持可能な試験管内培
養法 で ある コ ラ ー ゲ ン 法に , 迅速 な 生細胞率 の 評価 可 能 な
M T T を用い た 判定法を応用 し, そ の 抗癌剤感受性試験と し て
の 可 能性を検討 した .
一 般に 器官培養系に お い て は単層培養系に 比べ , 腰瘍細胞の
GL.-Gl 期に 占め る割合が大きい こ と が 知 ら れ て い る1さ) . M T T
は
, 生 細胞す べ て に 反応す るた め , どの 細胞周 期に ある細胞で
も 一 律に 生細胞 と して 評価 され る. 一 方 3H-thymidin eは , S 期
に ある細胞の み に 取 り込ま れ る た め そ れ ぞれ を 用 い た感受性試
験の 結果は異な る こ とが 当初予想 さ れ た . しか し, コ ラ ー ゲ
ン ー M T T法と コ ラ ー ゲ ン ー3H-thymidin e 法の 比較検討で は ,
両 者 はほ ぼ 一 致 した感受性結果 を 示 した . そ の 一 因と して ,
O hya m aら が報告 した ごとく , マ ト リ ク ス 上 で 培養 され た腫瘍
塊中の S期細胞の 占め る割合が , 培養期間の 延長と と もに 増加
す る こ とが 考え られ た19､, コ ラ ー ゲ ン ー 3HLthymidin e法は , 試
験管外感受性試験法と の 有意 の 相関 が認 め られ て い る こ と か
ら
20)
, そ の 鮭果 とほ ぼ 一 致 した コ ラ ー ゲ ン ー M T T法も, 試験管
外感受性試験法の 結果と高 い 相関性 を有す るも の と考 え られ
た . こ の 相関性 に 関 して は , そ の 後の 検討で泌尿器腫瘍だけ で
なく消化器腫瘍や脳腫瘍 な どで も , コ ラ ー ゲ ン ー M T T法 は 受
精鶏卵奨尿膜法や ヌ ー ド マ ウ ス 皮下移植法を用い た試験管外感
受性試験法 と有意の 相関が認め られ て お り
19)
, 抗癌 剤感受性試
験 と して適用可能 と考え られ た .
筆者は 当初, マ ト リ ク ス 上 に 移植 した 腫瘍塊 の み を対象に抗
癌剤感受性 を判定 して い た . すなわ ち培養後の 腫瘍塊を マ ト リ
ク ス 上 か ら摘出 し, そ の 腫瘍塊 の み を M T T と反応 させ て い
た . しか し マ ヒ リ ク ス 上 で 培養 した移植腫瘍塊 の 鼠織学的検討
に て ‥ 瞳瘍細胞 の 増殖 は , マ トリ ク ス との 接触面で活発 に行わ
れ る こ とが 示 され , ま た
一 部の 腫瘍細胞は , マ ト リ ク ス 内 へ の
浸潤 と考え られ る増殖像を 示 した の で , こ れ ら細胞群の 感受性
も 同時 に 判定する必要があ ると 考え られ た . そ こ で 筆者は , 培
養後 の 各穴内に 直接 M T Tを 添加 し, 移植腫瘍塊だけで なく マ
ト リ ク ス 内の 細胞群に も M T T-フ ォ ル マ ザ ソ を 生成 させ た後 コ
ラ ゲ ナ ー ゼ を 加え , マ ト リ ク ス の み を完全に 溶解 した . そ の 後
DMSO に て 生成 した M T T7 ォ ル マ ザ ソ を 溶解 し, 移植腫瘍
塊だ け で な く マ ト リ ク ス 内の 細胞群の 生細胞率も同時に 測定 し
た . こ の 測定も, 細胞の 洗浄 な ど煩雑 な操作 は 一 切 必要 と せ
ず , コ ラ ー ゲ ン ー M T T法の 簡便性 , 迅速性を損なうこ と な く
施行可能 で あ っ た . 阻織学的 に 浸潤と考え られ る マ ト リ ク ス 内
の 細胞群 の 意義は 明 らか で はな い が , こ の ような 現象は 正常艶
織 の 培養 で は全く認め られ な い の で61, 今後癌 の 悪性度を知 る
上 で 一 つ の 指標と な る可能性も考え られ る ,
筆者は さ ら に , 臨床材料40検体に 対 し, コ ラ ー ゲ ン 】 M T T
法 を用い た抗癌剤感受性試験 を施行 した . 一 般 に 移植腫瘍塊 の
抗腫瘍効果 を判定する試験管外感受性試験 で ほ , そ の 感受性試
験成功の 判定 は , 移植腫瘍塊中の 生細胞の 存在を組織学的に 証
明す る こ と で 行わ れ る2】). 今 回 そ の 判定法 を コ ラ ー ゲ ン ー
M T T法に 適用 する と , 臨床材料40検体の 感受性試験成功率 は
85%と高率で あ っ た . さ らに 感受性試験不成功の 原 因は l す べ
て 培養中の 細菌感染で あり , 今後感受性試験成功率は さ らに 改
善可能 と考え られ た . また T U Rに よ り得 られ た検体も4例中
3例(75%)が感受性試験が 可能 で あ り, 比較的容易に 生検可能
な膀胱腫瘍 で は , 本法に よ る感受性試験の 適応は さ らに 拡大す
るもの と考え られ る .
腎細胞癌14症例に 対する各種抗癌剤の 感受性試験結果は , 移
行上 皮癌15症例に 対する それ と比較 し, 明 らか に 低 い 感受性を
示 した . こ の 結果は , 臨床的 に 各種抗癌剤 に 抵抗性 を示 す こと
の 多い 腎細胞癌の 特徴を裏づ け るも の と考 え られ たごニー . 個 々 の
症例に つ い て の 臨床効果と の 相関は現在検索中で あり , 今後の
課題と して 残 され て い るが , コ ラ ー ゲ ン ー M T T法は 簡便 で 迅
速 に 結果が得 られ , 臨床材料 に も容易 に 適応可能で あ り , 今後
どの 施設で も実施可能 な実用的な抗癌剤感受性試験と して 期待
され る .
結 論
コ ラ ー ゲ ン ゲ ル マ ト リ ク ス を 用 い た 器 官培養法に , M T Tを
用 い た 生細胞率評価法 を応用 して 新 しい 抗癌剤感受性試験法を
検討 し , 以 下の 結論を得た .
1 . ヒ ト膀胱癌由来 K K-47細胞株を ヌ ー ド マ ウ ス に 移植 し
て 得 られ た腫瘍塊を 用 い て , 腫瘍片を コ ラ ー ゲ ン ゲル マ ト リ ク
ス 上 で 培養 し , 抗癌剤接触を マ ト リ ク ス 上 で 行なう新 しい 抗癌
剤感受性試験法を確立 した (コ ラ ー ゲ ン ー M T T法).
2 . コ ラ ー ゲ ン ー M T T法 と
3
H-thymi din eの 取 り込み を指標
と した方法(コ ラ ー ゲ ン ー
3
H-thymidin e 法) を比較検討 した 結
果 , 高い 相関が得られた .
3 . コ ラ ー ゲ ン ー M T T法を用 い て , 臨床材料40検体に 対 し
感受性試験を施行した結果 , 高い 試験成功率(85%)が得 られ
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た . ま た腎細胞癌症例 の 各種抗癌剤 に 対す る低感受性 が 示 さ
れ , 臨床的 に 多剤耐性 を示 す こ との 多い 腎細胞癌の 特徴 を裏づ
け るもの と考 え られ た .
以上 よ り , コ ラ ー ゲ ン ー M T T法は 臨床効果を反映 しう る新
しい 抗癌剤感受性試験 である こ とが 示 さ れ た . さ らに 本法 は ,
簡便 で 迅速 に 結果が得 られ , どの 施設 で も実施可能と考 え られ
る の で , 今後実用的な抗癌剤感受性試験と して期待 で きる もの
と考 え られる .
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Key w ords chem osensitivltyteSt,C Ollagengel m a 打ix, hum ange nitourinarytu m or, K K
-4 7 ht m an tra nsitio nalc e11c ar-
Cinoma,3-[4,5-dimethyldliazol-2-ylト2, 5-diphenyl-tetr a ZOlium bromide
A bstract
T bestablish a c onvenient and practical anti-C a n C er Che m osensitivity test, a n O rgan C ulture sy te m using c o11agengel
m a 打ix(C Ollagen gel m a血 x assay) w as c o mbined with an eValuation m ethod ofassessingtu m or c e11viabilty using3-【4, 5-
dimethyl dliazoト2
-
yl]-2, 5-diphenyトtetrazolium br o mide(M T T), a nd wa s st udied to evaluateitspossibility as a clinical1y
applicable che m osensitiv lty teSt･ nle C O11age ngel ma trix a ss ayhas a char aCteristic potenti altoal low a tran SPlan tedtum o r t o
grow o nthe m atrix forlong periods wi tho utdestroylngits thre e-dim e nsionaltissue s 机1C tur e, Whichhas n otbeen recognized
in other c onv emion al organ C ulture system s sofar. A high c or relatio nbetwe en the otherin vivo che m osensltlV lty teStS and
the o neuslng the c o11agengel m a扇 x as s ay hasbee n reported to existwhenitis perform ed wi 也an eValuation m ethod of
assessingtu m or cel viability u sing
3
H -thymidine ･ How ever, the use ofradioisotope not onlylimitsits avai1ability but
incre a s e slaboriou spr ∝ edures. Use ofM T Tprovides aconv enient, raPid andqu antitative evalu ationofassesslngt um Or Ce11
viability witho ut any W aShing steps duringltSprOCeSS Ofe valuatio n. Usingthese tw o attractive m odalites c o mbin ed, a n eW
Che m osen sitivltyteStSySte m W aS SCheduled asfollows:Atransplantedt um OrWa Sinc ubated o nthe m a雨 x wi th an anti-C anC er
drugfor3 days after a4dayprec ultureperiod, a nd a che m osen sidvity w asdetermined onDay8 by use of Mm The com -
par ative study u slng ah um an tra nSitionalcellc arcin o m aK K
-4 7tu m orfo m nude mic ede m o nstrated that theresultsof the
tests uslngboth M T rand
3
牲 thymidine closelyc orr e sponded,indic atlng 也atthe test uslngM TT might be applicable to clini
-
Caluse. T Yle S uCCeSS r ate Of the testw as85%(34sa mple s)of 40clinic als amples･ T he re s ults of the test onthe 14renalc e11
CarCin o m as amPles cle ar1y show edlow s e n sitivities co mpared with those on 血e 15 tra nsitio nal cellc arcin o m a sa mples･
T bese res ult m ay renect clinic al experle n C e Sinceitis w ell-kn own that che m otherapysho w slittle effbctivenes s agaln t
hu m an re nalcellc ar Cin o m a. A ltho ugh e v alu ation of the predictiv e v aluein clinicaitrialsis n o win progr ess, the new
Chem osensitivitytestuslngthe c o11age ngelm a灯ix assayc o mbined with the ev aluationmethod ofassesslngt um OrC e11viabil
-
ity u slng M Tr is thought to holdc onsiderable pr o mise as a che m ose nsltlVltyteSt With the adv antages ofits c on venience,
Speed andpr actic ability.
